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1. Definición conservación in vitro: ventajas y métodos que controlan el desarrollo
in vitro.
2. Normas para el cultivo in vitro y el almacenamiento en crecimiento lento. 
Esquema de conservación de la colección mundial de yuca en CIAT.
Introducción a la conservación, monitoreo, gestión y documentación.
Investigación.
2. Normas para la criopreservación.
3. Normas para la seguridad y duplicados de seguridad (colecciones clonales),
Conservación in vitro – Conceptos básicos
Agenda 
Objetivos:
Presentar aplicaciones prácticas de la conservación in vitro, discutir 
desafíos, trucos y consideraciones especiales. 
Esquema para el desarrollo de un protocolo de conservación in vitro
CONSERVACIÓN DE GERMOPLASMA IN VITRO
Disminución de la tasa de crecimiento del tejido, sea mediante modificación en la composición del medio de 
cultivo, reduciendo la temperatura, por modificación de la concentración de gases, o por medio de la 
desecación esto con el fin de extender al máximo el intervalo de transferencia a medio fresco (Withers, 1980)
Ventajas 
Requerimiento de pequeño espacio
Plantas libres de enfermedades
Alta estabilidad genética
Alto potencial de propagación
Distribución segura de germoplasma
MÉTODOS QUE CONTROLAN EL DESARROLLO IN VITRO
• MODIFICANDO LA COMPOSICIÓN DEL MEDIO  DE CULTIVO
• DISMINUCIÓN DEL POTENCIAL OSMÓTICO
• USO DE ALGUNOS RETARDANTES  E INHIBIDORES DE CRECIMIENTO                                                                     
• USO DE INHIBIDORES DE ETILENO
• CONSERVACIÓN A BAJAS TEMPERATURAS
2- 5oC   para especies de zonas frías
8-17oC  para especies subtropicales
20-24oC  para especies tropicales 
-196°C  Crioconservación
ETILENO RESPONSABLE DE LA 
MADURACIÓN Y LA SENESCENCIA
REGULACIÓN RETARDANTES QUÍMICOS
INHIBIDORES DE 
LA BIOSINTESIS
INHIBIDORES DE 
LA ACCIÓN
• AVG
• AOA
• Acido salicílico
• Cobalto (Co++)
Conservación in vitro 
por mínimo crecimiento
• 1-MCP
• Nitrato plata (NP)
• Tiosulfato de plata 
(STS)
ESTRÉS OXIDATIVO
DESEQUILIBRIO
ESPECIES 
PROOXIDANTES
ESPECIES 
ANTIOXIDANTES
ROS 
• Superoxido O2
•-
• Peroxido H2O2
• Radicales 
hidroxilos (OH•)
Enzimáticos
• Catalasa
• Peroxidasa
• Polifenoloxidasa
Remoción EROSDaño degenerativo
FACTORES FÍSICOS Y QUÍMICOS 
Niño y Aranzales, 2016
http://www.fao.org/3/a-i3704s.pdf

CONDICIONES DE MÍNIMO CRECIMIENTO PARA YUCA EN CIAT
Condiciones físicas:
Temperatura: 23 - 24°C
Fotoperiodo: 12h luz
Intensidad lumínica: 18.5 μmol m-2 s-1
Humedad Relativa: 50-70 %
Tipo de luz: lámparas fluorescentes, luz día 
NP- Medio Nitrato de plata 
CIAT (Protocolo estándar)
Disponible en: http://isa.ciat.cgiar.org/urg/urgweb_folder/files/handbookprocedures/en/Microsoft%20Word%20-
%20Handbook%20of%20Procedures-In%20vitro.pdf
Tiempo de conservación: 24 meses
Unidad de conservación 5 tubos x 3  explantes = 15 
plantas por clon.
25x150 mm tubo
Resultado del proceso de micropropagación con fines de conservación. Los 
tubos en medio líquido son descartados después de la primera evaluación. 
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Incremento en la eficiencia de la conservación in vitro de 
yuca: número de muestras multiplicadas por año
NP- Medio Nitrato de Plata 
Protocolo CIAT
Indización
Negativo
(LSG)
MICROPROPAGACIÓN
CUARTO  CRECIMIENTO
CUARTO 
CONSERVACIÓN
Lumínica: 1000 lux 
Fotoperiodo: 12 horas 
Calidad luz: lámparas 
fluorescentes, tipo luz día 
Humedad relativa: 50-70% 
INTRODUCCIÓN A LA CONSERVACIÓN IN VITRO
Temperatura: 23-24oC
Temperatura: 27-28oC*
*
*
MONITOREO 
MENSUAL 
REGENERACIÓN
EVALUACIÓN
SUBCULTIVO
REGISTROS DE 
SALIDAS DE 
MATERIAL
Monitoreo mensual
CUARTO DE CONSERVACIÓN
CUARTO DE CRECIMIENTO
(2-3  SEMANAS)
Base de 
datos
WI FI
Access point
MONITOREO MENSUAL
Estados para los diferentes materiales conservados in vitro 
PLÁNTULAS CON CONTAMINACIÓN MICROBIANA. Adicional al deterioro fisiológico,
también son causas para la renovación de los materiales la presencia de contaminación:
a) Los tubos con plantas contaminadas con hongos deben ser destruidos por esterilización en autoclave.
Si por algún motivo los 5 tubos presentan este tipo de contaminación se aplican los procesos de
desinfección descritos en el POE para la limpieza de material.
a) Las plantas con contaminación bacteriana son multiplicados en medios suplementados con antibiótico
(vancomicina, ampicilina) a una concentración de 20- 40 mg/l. También se aplican procesos de
desinfección descritos en el POE para la limpieza de material.
Estado fisiológico de las plantas para salir al proceso de 
subcultivo.  Las fotografías a), b), c) y d) muestran diferentes 
estados de deterioro y defoliación. En e) y f) se observan 
contaminación  bacteriana y  fúngica respectivamente.
MEDIO DE CULTIVO Y ESTADO DEL CONTENEDOR 
Banco-Conservación
5 Tubos x 3 explantes: ~15 plantas
Regeneración/Multiplicación
Monitoreo
(Viabilidad)
Conservación
Duplicados Distribución Indexación
Manejo de Banco
Disponibilidad
Cantidad critica
Hernandez et al., 2017.
REGENERACIÓN 
Manejo de banco (Inventory = Banco, …)
GRIN-Global:
M
O
N
IT
O
R
EO
Monitoreo Multiplicación
Monitoreo Regeneración
Monitoreo Subcultivo para 
Distribución
Monitoreo Subcultivo para 
Indexación
Monitoreo Sub-cultivo para 
Duplicado CIP
EV
A
LU
A
C
IÓ
N
Evaluación Aceptada
Evaluación rechazada por 
contaminación
Evaluación rechazada por cantidad
Evaluación rechazada por viabilidad
D
U
P
LI
C
A
D
O
S Monitoreo CIP
Monitoreo Bonsái I
Monitoreo Bonsái II
Monitoreo Crio-conservación
Responsable del 
Banco 
GRIN-Global DB
Wi-Fi/GPRS
Servidor 
Web
Organizar datos
(DataView: Banco: Acciones) 
Hernandez et al., 2017.
GRIN-Global Mobile Tablet
Aplicación Móvil que permite a los usuarios capturar datos
relacionados con las acciones del banco como: Monitoreo, Sub-
cultivo, Evaluaciones, etc.
INVESTIGACIÓN EN MÍNIMO CRECIMIENTO
Incrementar la eficiencia de la conservación in vitro para introducir 
nuevos materiales y para los duplicados de seguridad.
Es posible extender el tiempo de conservación a 30 meses?
Condiciones químicas:
Medio 8S =  tiempo de conservación 1 año (CIAT, 1984)
Medio con Nitrato de Plata= tiempo de conservación 2 años  (Mafla et al., 2004)
Evaluación de otros reguladores osmóticos, reguladores de crecimiento y/o inhibidores 
del etileno. 
Condiciones físicas:
Efecto de diferentes tipos de luz (blue-EDEB 3LA1 LED, green-EDET 3LA1 LED 
and red-EDER 3LA3 LED).
Control concentración de gases p. e. CO2, etileno y otros gases 
LA INVESTIGACIÓN EN CONSERVACIÓN IN VITRO ES 
NECESARIA PARA …
Reducir costos de mantenimiento
Minimizar actividades de multiplicación 
con fines de conservación
Disminuir el riesgo de mezcla 
mecánica
Mantener de la estabilidad genética a 
largo plazo
Ampliar la diversidad genética de 
las colecciones
Aumentar tiempos de permanencia 
duplicados de seguridad
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Actividad enzimática polifenoloxidasa en la tercera evaluación. NP=Nitrato de plata; 
STS=Tiosulfato de plata; MS=Control. Promedios marcados con la misma letra no 
presentan diferencias significativas (P<0.05) en la comparación de tratamientos.
Evaluación enzimática polifenoloxidasa (PFO)
c c
23Niño y Aranzales, 2016
Polifenoloxidasa (PFO)
Es una enzima que cumple un papel importante
en diversos procesos fisiológicos (Ardilla e
Higuera, 2005).
Actúa durante la senescencia 
(Bravo et al., 2011).
Degradación de los polifenoles
(Terefe et al., 2015).
Compuestos altamente reactivos y tóxicos que 
generan daños en las moléculas biológicas como 
ADN, proteínas y lípidos (Lu et al., 2010). 
Daños mecánicos
Generan una reacción conocida como el 
pardeamiento enzimático (Ferreira et al., 
2010)
En la senescencia debido a que los niveles de 
H2O2 se incrementan y se produce lisis de las 
vacuolas que contienen los fenoles 
(Rogiers et al., 1998).
Niño y Aranzales, 2016
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Actividad enzimática peroxidasa en la tercera evaluación. NP=Nitrato de 
plata; STS=Tiosulfato de plata; MS=Control. Promedios marcados con la 
misma letra no presentan diferencias significativas (P<0.05) en la 
comparación de tratamientos.
Evaluación enzimática peroxidasa (POD)
2
7
Baquero et al., (2005).
Alta actividad peroxidasa se presenta 
como respuesta de defensa antioxidante.
Este incremento de actividad 
indica mayor senescencia.
El Peroxido de hidrogeno genera 
deterioro a nivel celular 
(Mhamdi et al., 2010)
Debido
Al aumento en las especies reactivas 
del oxígeno como el peróxido de 
hidrogeno (Peralta-Pérez y Volke-
Sepúlveda, 2012).
Balaguera et al. (2014)
La eficiencia del tiosulfato de plata varía en 
función de la sensibilidad de las especies.
Las [  ] de STS evaluadas en 
este trabajo podrían ser bajas.
Esto sugiere que se deban evaluar mayores [ ]
del compuesto en futuras investigaciones.
STS
Mayor acceso a sitios moleculares 
(Balaguera et al., 2014)
Opción para muchos sistemas de 
cultivos de tejidos 
(Steinitz et al., 2010).
Niño y Aranzales, 2016
Tasa de crecimiento en tratamientos.
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EVALUACIÓN DE TRATAMIENTOS
a
Tasa de crecimiento con respecto a los tratamientos evaluados. 
Promedios marcados con la misma letra no presentan diferencias 
significativas (P≤0.05) en la comparación de tratamientos.
28
Tasa de crecimiento en MS con respecto a cada variedad. 
Promedios marcados con la misma letra no presentan 
diferencias significativas (P<0.05) en la comparación de 
tratamientos.
Tasa de crecimiento en tasas normales
(MS)
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IND 198  (5 Meses) COL 2481  (5 Meses) COL 1037B  (5 meses)
COL 1395  (5 Meses) VEN 166 (5 Meses)
http://www.fao.org/3/a-i3704s.pdf
PROTOCOLO DE CRIOCONSERVACIÓN VITRIFICACIÓN USADO EN GERMOPLASMA DE YUCA  
(ESCOBAR et al., 2014)
PLANTAS IN 
VITRO
Acker, J.P., Adkins, S., Alves, A., Horna, D. and Toll, J. (2017)  Feasibility study for a safety back-up 
cropreservation facility. Independent expert report: July 2017.  Rome (Italy): Bioversity International. 
100p
15 institutos: 9,650 accesiones (30 cultivos)
Desafíos: 
1. Desarrollo de protocolos (ciencia y metodologías),
2. Implementación de los protocolos (problemas de 
genotipo, suministro de material),
3. Capacidades (financiación, falta de equipamiento y 
personal calificado).
Stock de plantas 
infectadas
TERMOTERAPIA 
puntas únicas
(40oC/35oC)
Extracción de yemas
apicales, (1- 6 mm) 
y CRIOTERAPIA
Descongelamiento y 
recuperación
REGENERACIÓN DE 
PLANTAS
INDEXACIÓN
PLANTAS LIBRES DE 
VIRUS ? 
Ajuste de protocolos: determinar la eficacia de la termoterapia y 
crioterapia en la erradicación de virus.
Garantizar la distribución segura del germoplasma de la 
colección de CIAT.
LIMPIEZA – ERRADICACIÓN DE VIRUS USANDO CRIOTÉCNICAS 
DISPONIBILIDAD DE MATERIALES 
http://www.fao.org/3/a-i3704s.pdf
Alternativas de conservación para Manihot
BANCO DE CAMPO 
Permite evaluaciones, pero 
necesita renovación periódica
Riesgo de contaminación en 
los centros primarios de            
diversidad
Distribución internacional no 
es permitida
BANCO in vitro
Certificación del material
Subcultivos periódicos aún 
bajo crecimiento frenado
Distribución internacional es 
permitida
CRIOBANCO (-196°C) 
Conservación a largo plazo-
Duplicado de seguridad
Necesita subcultivos, no 
frecuentes
Inadecuado para distribución 
internacional
Alta inversión
Alternativas de conservación para Manihot
BONSÁI 
Conservación a largo plazo-
Duplicado de seguridad
Necesita renovación, no 
frecuente. Uso potencial en 
investigación
Distribución internacional no 
es permitida
BANCO ADN
Conservación a largo plazo
Necesita regeneración periódica, 
aunque no  frecuentes
Comportamiento semilla 
ortodoxo?
Conserva genes, no genotipos 
(doble propósito)= especies
Distribución internacional es 
permitida
Uso potencial en investigación
Uso limitado a estudios de 
genómica
Efectividad en costos
BANCO SEMILLAS 

COSTO PROMEDIO SISTEMAS DE CONSERVACIÓN DE YUCA
Fuente : Koo et al, 2004
Control viabilidad
(año)
10 1.2380-100 ápices1m3Crioconservación
1-1.5 11.986 plantas42m2In vitro
1.5 7.286 plantas4.5-6 HaColección campo
Costo
(US$)
No. 
muestras/clon
Espacio /1 copiaConservación
43.06Crioconservación (con regeneración)
BANCO
IN VITRO
BONSÁI CRIOCONSERVACIÓN DNA DUPLICADO DE 
SEGURIDAD-CIP
6,643
(in trust)
5,000
(75%)
619 
(9.3%)
188 
(2.8%)
3,500 (52%)
ESTRATEGIA DE CONSERVACIÓN
COPIA 
NACIONAL 
¡Gracias!
